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　　急性肺损伤 （ＡＬＩ）是重症急性胰腺炎 （ＳＡＰ）常见且
严重的并发症之一，若不及时干预将进一步发展成急性呼

吸窘迫综合征 （ＡＲＤＳ）［１］。目前研究结果显示 ＡＬＩ是一种
介质病，中性粒细胞的活化、浸润及大量炎症介质的释放，

可造成肺组织及其毛细血管的损伤，从而使肺损伤加

重［２４］。已有研究显示磷脂酰肌醇３激酶／蛋白激酶 Ｂ
（ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ）通路在中性粒细胞的活化过程中起重要作
用［５６］，而沃特曼青霉素 （Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ）是ＰＩ３Ｋ的抑制剂，
关于它能否减轻ＳＡＰ时肺组织的损伤，目前报道尚少。我
们通过建立大鼠 ＳＡＰＡＬＩ模型，观察 ＳＡＰ时 ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ通
路活性变化，并应用Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ来阻断该通路之后观察肺
损伤的变化，探讨Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ能否对ＳＡＰ时肺组织损伤起
到保护作用。

１　材料与方法

１１　动物分组与ＳＡＰＡＬＩ模型的建立
健康成年雄性ＳＤ大鼠７０只 （购自郑州大学实验动物

中心），体质量３２０～３６０ｇ，随机 （随机数字法）分成假

手术 （ＳＯ）组 （ｎ＝１０）、ＳＡＰ组 （ｎ＝３０）、ＳＡＰ＋
Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ（ＳＡＰ＋Ｗ）组 （ｎ＝３０）；ＳＡＰ组与 ＳＡＰ＋Ｗ
组再分为３、６、１２ｈ３个亚组，每组各１０只。大鼠术前１２
ｈ禁食，自由饮水，常规麻醉消毒铺巾，经上腹正中切口
进腹，采用外径０７５ｍｍＢＤ针于十二指肠外侧壁戳入肠
管内，拔出针心，沿乳头方向探入胆胰管１０～１５ｃｍ，以
０２ｍＬ／ｍｉｎ的速度向胰胆管内匀速注入 ４％牛磺胆酸钠
（０１ｍＬ／１００ｇ，购自Ｓｉｇｍａ公司）构建模型。ＳＡＰ＋Ｗ组
于造模前２ｈ腹腔注射Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ１４ｍｇ／ｋｇ，ＳＡＰ组与ＳＯ
组均于造模前用同样方法给予等量对应溶剂 （生理盐水）。

ＳＯ组除开腹后仅翻动肠管外，其余操作同 ＳＡＰ组。ＳＡＰ
组、ＳＡＰ＋Ｗ组术后３、６、１２ｈ活杀取材，ＳＯ组于１２ｈ活
杀取材。

１２　大鼠肺含水率检测及病理学观察
取右下肺叶，滤纸吸干表面渗液及血迹，称湿质量后，

置于８０℃的烤箱中烘烤４８ｈ至恒重，称干质量，计算肺
含水率 （％） ＝（湿质量－干质量）／干质量 ×１００％。常
规制作石蜡切片并苏木素伊红 （ＨＥ）染色。采用
Ｓｃｈｍｉｄｔ［７］及Ｍａｙｅｒ等［８］评分标准对胰、肺组织进行病损严

重度分析。

１３　大鼠肺髓过氧化物酶 （ＭＰＯ）活性测定
称取一定量肺组织制备组织匀浆，严格按照试剂盒

（南京建成生物试剂公司）说明书操作。

１４　大鼠肺组织肿瘤坏死因子 （ＴＮＦ）α检测
采用免疫组织化学法，兔抗大鼠单克隆抗体由 Ｃｅｌｌ

ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司提供。每只大鼠选３张结构完整
的切片，在１００倍显微镜下观察，用 ＯｌｙｍｐｕｓＤＥ７０ＣＣＤ采
集图像，阳性标准：肺泡上皮皮细胞和血管上皮细胞胞质

出现棕黄色或核内有棕黄色颗粒。应用 Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ６０
免疫组织化学彩色图像分析系统对免疫组织化学结果进行

定量分析，以图片中的１个阳性点 （单个细胞或细胞团）

为基础，分析测定整幅图片的阳性点个数、面积、积分吸

光度值 （ＩＡ）等参数。

１５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测大鼠肺组织中ＰＫＢ和
ｐＰＫＢ的表达

取肺组织约０５ｍｇ，置于组织匀浆器中，加入１ｍＬ总
蛋白提取液后冰浴下超声匀浆，提取总蛋白，采用内参照

法行总蛋白定量。取２５μＬ／孔，行１２％十二烷基硫酸钠
聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳２ｈ，然后转至硝
酸纤维素 （ＮＣ）膜上，加入兔抗鼠ＰＫＢ（１∶４００稀释）和
兔抗鼠ｐＰＫＢ单克隆抗体 （１∶１０００稀释），４℃过夜；加
入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗 （１∶４００００稀释）；增
强化学发光 （ＥＣＬ）法显示结果，Ｘ线片曝光显影，以甘
油醛３磷酸脱氢酶 （ＧＡＰＤＨ）作为内参照。采用 Ｇｅｌｐｒｏ
４０版凝胶吸光度分析软件以及 Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ６０软件分
析结果，以相应条带灰度值表示相对蛋白含量。

１６　统计学方法
应用 ＳＰＳＳ１６０统计软件分析。计量资料以均数 ±标

准差 （ｘ±ｓ）表示，采用单因素方差分析，多组间两两比
较采用ＬＳＤｔ检验，两组间比较采用成组ｔ检验，相关性检
验采用线性相关分析。以Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。
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２　结果

２１　大鼠肺含水率、肺ＭＰＯ活性
ＳＡＰ组各时间点肺含水率较ＳＯ组明显逐步升高 （Ｐ＜

００５），肺 ＭＰＯ活性明显增强，呈逐步升高趋势 （Ｐ＜
００５），ＳＡＰ组 １２ｈ肺含水率、ＭＰＯ活性达到峰值。而
ＳＡＰ＋Ｗ各组指标较 ＳＯ组也明显升高 （Ｐ＜００５），但与
ＳＡＰ各组比较明显下降 （Ｐ＜００５），见表１。

表１　各组大鼠肺含水率、ＭＰＯ活性比较 （ｘ±ｓ）

　　组别
３ｈ

肺含水率 （％） ＭＰＯ活性
６ｈ

肺含水率 （％） ＭＰＯ活性
１２ｈ

肺含水率 （％） ＭＰＯ活性
ＳＯ组 　— 　— 　— 　— ４８５１±２２１ １２９±０２３
ＳＡＰ组 ６３２４±１３２ ３７９±０３５ ７７７１±２３１ ８５４±０３４ ８３７３±２３６ １３２４±０３２
ＳＡＰ＋Ｗ组 ５１７３±１７７ ２５３±０２９ ６１２５±２７９ ５３９±０６１ ７１４８±２５８ ８７３±０５１
Ｐ值 ＜００５ ＜００５ ＜００５ ＜００５ ＜００５ ＜００５

２２　大鼠胰腺和肺病理学检查
ＳＯ组胰腺组织镜下结构未见明显异常。ＳＡＰ各组胰腺

组织出现不同程度出血、坏死、炎性细胞浸润，胰周组织

脂肪坏死，且随造模时间延长逐渐加重；ＳＡＰ＋Ｗ各组胰
腺也出现不同程度损伤，较 ＳＯ组严重，但与 ＳＡＰ组比较
有所好转。ＳＯ组大鼠肺组织镜下结构基本正常，ＳＡＰ组３
ｈ镜下见肺间质开始充血、水肿，肺间质及肺小血管周围
多量炎性细胞浸润。ＳＡＰ组６、１２ｈ呈不同程度的肺泡和
间质水肿、出血、灶性或片状肺不张，肺泡间隔进一步增

宽，大量炎性细胞浸润，肺组织结构破坏等典型的 ＡＬＩ病
理改变；ＳＡＰ＋Ｗ组各时点肺损伤情况较 ＳＡＰ组各时点有
明显好转，见表２、图１。

２３　大鼠肺ＴＮＦα染色面积和ＩＡ值
ＳＯ组肺泡上皮细胞和血管内皮细胞表面均无明显染

色，ＴＮＦα的表达为阴性。ＳＡＰ组术后３ｈ部分血管内皮

细胞表面有黄褐色颗粒出现，６ｈ血管内皮细胞及肺泡上皮
细胞表面均见黄褐色颗粒，１２ｈ肺组织血管内皮细胞表面
有多量黄褐色或棕黄色颗粒，肺泡上皮细胞可见浓聚黄褐

色颗粒。ＳＡＰ＋Ｗ组肺组织 ＴＮＦα表达较 ＳＡＰ组有所下
降。应用ＩＰＰ免疫组织化学图像分析系统分析示，ＳＡＰ各
组其阳性染色面积、Ａ值逐步升高，提示肺 ＴＮＦα的表达
随ＳＡＰ发病的推移逐步增强，与 ＳＯ组比较差异有统计学
意义 （Ｐ＜００５），ＳＡＰ＋Ｗ组较 ＳＯ组增强 （Ｐ＜００５），
但较ＳＡＰ组好转 （Ｐ＜００５），见表３、图２。

２４　大鼠肺ｐＰＫＢ活性Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测
ＳＯ组ＰＫＢ磷酸化水平最低，ＳＡＰ组在造模后 ＰＫＢ磷

酸化迅速升高，较 ＳＯ组明显增加 （Ｐ＜００５），ＳＡＰ＋Ｗ
组在给予药物抑制 ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ通路后，随发病时间推移
ＰＫＢ磷酸化水平逐步升高，与对照组比较仍较高 （Ｐ＜
００５），但较ＳＡＰ组明显降低 （Ｐ＜００５），见表４、图３。

表２　大鼠胰、肺病理评分比较 （ｘ±ｓ）

　　组别
胰腺组织学评分

３ｈ ６ｈ １２ｈ
肺组织学评分

３ｈ ６ｈ １２ｈ
ＳＡＰ组 ７６８±０４５ １０７３±０２９ １２５８±０６７ ５２４±０３２ ５７３±０２９ ６５１±０２６
ＳＡＰ＋Ｗ组 ５６４±０６１ ８７８±０５８ ９７５±０５７ ３０１±０４２ ４０３±０４５ ５０５±０３３
Ｐ值 ＜００５ ＜００５ ＜００５ ＜００５ ＜００５ ＜００５

表３　各组大鼠肺ＴＮＦα染色面积和ＴＮＦαＩＡ值比较 （ｘ±ｓ）

　　组别
３ｈ

染色面积 ＩＡ值
６ｈ

染色面积 ＩＡ值
１２ｈ

染色面积 ＩＡ值
ＳＯ组 　— 　— 　— 　— １４８５１±２０２１ １８６７±５２８
ＳＡＰ组 ３６３２３±３５３２ ３５７９±８３５ ７７０７１±１５８３１ ６８５４±９３４ １５２７７３±３２２３６ １５３２４±３５３２
ＳＡＰ＋Ｗ组 ３０８７３±４０７７ ２６５３±９２９ ６２１２５±１６７７９ ５０３９±９６１ １１７１４８±３３６５８ １１０７３±３６５１
Ｐ值 ＜００５ ＜００５ ＜００５ ＜００５ ＜００５ ＜００５

图１　６ｈ时ＳＡＰ组大鼠胰腺组织 （Ａ）和肺组织 （Ｂ）结构

（ＨＥ×４００）

表４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组大鼠肺ｐＰＫＢ活性比较 （ｘ±ｓ）

　　组别 ３ｈ ６ｈ １２ｈ

ＳＯ组 　— 　— １８３６７±４１４８

ＳＡＰ组 ３９０２８±３１３２ ５１３７８±３１６７ ５９８３６±３６５１

ＳＡＰ＋Ｗ组 ２６７７３±３７５６ ３６１２８±３３８７ ３８９７３±４２３８

Ｐ值 ＜００５ ＜００５ ＜００５
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图２　６ｈ时ＳＡＰ组肺组织ＴＮＦα表达 （免疫组化×４００）

Ａ：ＳＯ组；Ｂ：ＳＡＰ＋Ｗ组；Ｃ：ＳＡＰ组

图３　各组肺组织 Ｐ１３Ｋ、ＰＫＢｍＲＮＡＰＣＲ扩增产物电泳分离凝胶

成像 （１２ｈ）

３　讨论

ＡＬＩ是ＳＡＰ最常见并发症，当肺损伤发生时大量的炎
性细胞迁移到肺部，并释放大量炎症介质，对肺毛细血管

上皮及肺泡上皮造成损害，引起肺水肿及肺不张，病情严

重者会造成 ＡＲＤＳ［９１０］。ＰＩ３Ｋ存在于细胞中，生物学作用
广泛，研究结果显示在炎症时它可以被多种炎性因子激活，

参与信号转导；而 ＰＫＢ是位于 ＰＩ３Ｋ下游的一种重要蛋白
酶，与ＰＩ３Ｋ关系密切。当 ＰＩ３Ｋ被炎性因子激活后，可以
将ＰｔｄＩｎｓ（４，５）Ｐ２转变成第二信使ＰｔｄＩｎｓ（３，４，５）Ｐ３
（也称ＰＩＰ３），ＰＩＰ３可以和ＰＫＢ的ＰＨ结构域结合，使ＰＫＢ
磷酸化，进一步引起细胞核内靶基因的变化，从而调控中

性粒细胞活化、迁移及炎性因子的表达，故ＰＫＢ的磷酸化
可以作为衡量ＰＩ３Ｋ活性的指标［１１］。有研究结果显示，ＳＡＰ
时肺组织中的 ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ活性增强，与中性粒细胞的浸润
及肺组织的损伤程度一致［１２］。说明该通路在介导中性粒细

胞活化加重肺损伤的过程中起重要作用。本实验结果显示，

各组大鼠肺组织中 ＰＫＢ表达丰富，但 ＰＫＢ磷酸化程度不
一，ＳＯ组大鼠肺组织中 ＰＫＢ的磷酸化程度低，ＳＡＰ各组
大鼠肺组织中的ＰＫＢ磷酸化程度明显增加，且随时间推移
逐渐升高，１２ｈ达高峰。由此可见，ＳＡＰ时ＰＩ３Ｋ通路逐渐

被激活，活化后的 ＰＩ３Ｋ可促使 ＰＫＢ磷酸化加强，进一步
使ＰＫＢ从细胞质转移到细胞膜并获得催化活性，从而完成
炎性因子介导的信号转导过程［１３］。同时，与 ＳＯ组比较，
ＳＡＰ各组ＭＰＯ、ＴＮＦα的表达显著升高，且与ＰＫＢ的磷酸
化水平在动态变化上保持一致。该结果提示 ＳＡＰ发生时，
ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ通路被激活，从而介导大量中性粒细胞活化，肺
组织中ＭＰＯ活性明显升高，提示大量中性粒细胞在肺组织
中浸润，加重炎症反应［１４］。

由肺含水率、肺组织病理改变，可见随病程进展，肺

水肿、肺不张等肺损伤程度越重，提示 ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ通路在
ＳＡＰＡＬＩ的发病中起重要作用。而在给予 ＰＩ３Ｋ阻滞剂
Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ之后，ＰＫＢ的磷酸化水平 ＳＡＰ＋Ｗ组较 ＳＡＰ组
明显降低，肺组织 ＭＰＯ、ＴＮＦα变化也明显减低，肺含水
率及肺病理损伤也有所好转，表明在ＰＩ３Ｋ被阻滞以后ＰＫＢ
的磷酸化受到抑制，其活性降低，从而减轻中性粒细胞的

活化、迁移，减轻肺水肿及肺不张的程度，使肺损伤得到

明显缓解，进一步表明Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ对肺组织起到一定的保
护作用。

总之，ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ信号通路过度激活是 ＳＡＰ时肺损伤
发生的重要步骤，其激活后可以介导大量ＰＭＮ向肺组织浸
润并释放炎症介质，加重肺损伤；其作用可能是 ＳＡＰ并发
急性肺损伤中重要的发病机制之一。而 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ通过抑
制ＰＩ３Ｋ通路活性来阻断细胞内信号的传导，减轻炎症反
应，使肺组织得到保护。由于 ＡＬＩ的发病是一个多信号通
路多炎性因子参与的由轻到重的连续过程，若能进一步研

究各个信号通路之间的交互关系，早期安全有效地抑制这

些通路活性将有利于控制 ＡＬＩ的进一步恶化，这将对临床
上治疗及控制胰腺炎肺损伤的发展有重要意义，值得进一

步探讨。
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·会议纪要·

中华医学会灾难医学分会第二届学术年会会议纪要

赵中辛　刘中民
　　２０１４年１１月８日至９日，中华医学会灾难医学分会第
二届学术年会在福州召开，近５００名来自中国大陆及海外
的灾难医学专家、学者共聚一堂，以 “公立综合医院在应

急救援中的地位和作用”为主题，研讨了近几年来在灾难

医学救援及相关领域的热点问题，总结交流展示了各自的

经验和新成果，为灾难医学分会今后的工作提供了宝贵资

料和经验，进一步推动了我国灾难医学事业发展。

本次年会正值灾难医学分会成立三周年和换届。三年

来，在中华医学会的正确领导下，在分会各位常委、委员

的积极参与和大力支持之下，分会团结全国从事灾难医学

“医、教、研”工作的广大医护及管理人员，开展了一系列

的学术及科普工作，取得了丰硕的成果。在 “民主办会”、

“组织建设”、 “学术交流”、 “科普教育”、 “临床救灾”、

“基础理论研究”、“国际交往”诸多方面取得长足的进步。

本次会议也是灾难医学分会的第二次年会，我分会主任

委员、同济大学附属东方医院刘中民教授作了 “公立医院在

灾难应急救援中的作用和地位”的主题演讲。他着重介绍了

东方医院在 “应急与灾难医学学科”建设中的做法和经验，

指出 “公立医院以其强大的专业医疗技术优势和物质资源，

必然成为灾难应急医疗救援的中坚力量”。来自我国地方三

级医院的贾农、余成敏、刘励军代表分别就 “昆明火车站３
·０１暴恐事件救援”、“云南鲁甸地震救援”、“昆山８·０２
爆炸事件应急救援”作了发言介绍。他们的经验和有效措

施，进一步验证各级公立医院在应急医学救援中的主导地位

和关键作用，对与会代表是很好的启发。分会名誉主委王一

镗教授在开幕式上发表讲话，他回顾了分会成立３年的历
程，充分肯定分会三年来的工作。王老的谆谆教导和鼓励对

与会代表是极大的鼓舞和鞭策。天津武警后勤学院附属医院

候世科教授就 “应急救援医疗装备的现状与发展”作了讲

演，强调医疗救援装备的研发是实施科学有效医学救援的保

证。北京武警总医院王立祥教授就 “建立腹部心肺复苏学”

做了演讲，王教授主持研发的 “腹部心肺复苏系列技术”，

开辟了心肺复苏方法研究应用的新领域。重庆第三军医大学

张连阳教授就 “美军机动外科医疗队启示”作了演讲介绍，

美军机动外科医疗队 “模块化、小型化、机动性、灵活性”

的建设经验，值得我国灾难应急救援队借鉴。美国创伤外科

学会主席Ｓｃａｌｅａ教授向大会发来贺信并作了 “美国灾难现场

创伤救治经验与技术”的视频发言。专家们的精彩演讲使与

会代表受益匪浅。分会常委著名媒体人央视主播白岩松就灾

难医学会提出了自己的见解：“灾难医学会还应该增加些元

素，要避免对医生的伤害以免其成为新的灾难，作为临床

‘一线中的一线’的急救医护人员总是处在风口浪尖上，我

们需要有随时面对的心态”。此外，大会还就一些热点问题

进行了学术交流。南京军区总医院孙海晨教授就 “灾难医学

的概念和特点”作了发言。第二军医大学曹广文教授作了

“人群和医院脆弱性评价在灾难预防和救援中的作用”的发

言，指出重视 “脆弱性评估”对防灾备灾救灾有重要意义。

以上灾难医学基础理论的研究成果，将对灾难医学学科的发

展起到指导作用。汪茜、彭碧波、史宇等武警总医院灾害救

援研究所的多名专家对地震现场心理干预方法进行了探讨研

究，并分享了他们的研究结果。

本次年会共收到论文３００余篇，其中３０篇在大会进行
了现场交流。在全体参会代表的共同努力下，年会取得了

圆满成功。

（收稿日期：２０１４１２２０）

（本文编辑：郑辛甜）
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